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第1章 諸 払百冊
主 と して14C標識化合物(燃 焼 基質)を 生体 内に投与 し,最 終 生産物で ある14CO2の呼気への
排泄か ら,基 質 自体 の,あ るいは生体内の代謝を研究す る方法は,Tolbert'N3)らによ り提唱 され
Wang`～6)らにより"Radiorespirometry"とい う生 化 学 的分析法 と して確 立 された。 この方法の
利点 は生体 内の生 化学 的あ るい は生 理的な変化を呼気i4CO2から無 障害,無 拘束な動物で推定 出
来,し か も同一動物 によ る長 期連続測 定が可能 であ るとい う点 にあ る。 しか しなが ら呼気中 に排
泄 され る放射性化合物 が 】4CO2であ り,か つtt流れ"の 系 で取 扱 わ な ければな らな いため呼気
14CO2を連続的 に正確 に測定 す るための測定装 置および測定条件 が要 求 され る。 とりわ け放射能
検 出器 は重要 である。従 来Radiorespirometry(以下RRM)に 用い られて いる検 出器 には
① 電離箱1'-3・5・7)
② ガス フロ 一ー型GM管8)
③ 液体 シンチ レーシ ョンカ ウンター9"'1e)
などがある。① の電離箱 方式 はTolbert,Wangらによ り報告 され てお り,検 出感度 においては
他 の方式 に比較 しす ぐれているが,Chamber内の汚染 およびChamberにある程度 の広 い容量 が
要求 され,こ のため分離能 が低 下す るとい う短所が ある。②の方式 は松岡 らによ り報告 され,マ
イ ラー膜を用 いた2面 間を流路 と し,こ の 内面 にQガ スを流 し,呼 気中1℃0,をGM管 で検 出す
る。この方法 は1℃0、の放射能を効率 よ く計数す ることがで きるが,強 い電場が マイ ラー膜面 に
与え られ るため呼気中の種々の成 分が付着す る可能性が考え られ,や は りマイ ラー膜面 の汚染,
分解 能の低下 という問題 点があ る。 さ らに③の方式に関 しては,重 松 らにより報告 されてお り.
呼気中1℃0、をハ イア ミン10X等の炭酸 ガス吸着剤を含む液体 シチ レーターに溶解 し,こ れ を液
シン用検出器に導 き,連 続 測定す る方 式であ る。
この方法 については著者 の実験結果 よ り,'4CO2の液体 シンチ レー ターへの不完全吸着お よび
応答速度 の遅延 とい う点 に問題点 があ った。以 上のよ うに,い ずれの方式 において も技 術上 の問
題点 があ り,そ の改良 が望 まれていた。そ こで本研究 においては,検 出部 に固体 シ ンチ レーター
であるプ ラスチ ック シンチ レータ ーを用いたRRMを 開 発 し,こ の方 式 によ る呼気 中14CO,の連
続測定法の確立,お よび主 と して 〔U一工℃〕glucoseを燃焼基質 と した呼 気1℃0,のRRMpattern
の変化を肝の糖代謝 と関連づ け検討 した。
まず呼気1℃0,の 測定法を確立 するため,本 装置 に用 いたプ ラスチックシンチ レーター(Abka
FS-303)のi`CO、に対す る計数効率,Anirnalchamber容量 とairpump流量,測 定 時 間 およ
び得・られ るi`CO,連続pattemの解 析法 に関 し検討 した。(第2章2-1)
さらに,得 られ る'4CO2patternが燃焼基質の投与方法(腹 腔内 あるいは静脈内),性 差,週
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令,お よび食餌状態 によ り異 なる事が当然予想 され るため これ らに関 し検 討 を加 え た(第2章
2-2)。
肝が多 くの炭化水素代謝 の主要臓 器である事 は周知11-'14)の通 りであり,こ の ことよりRRM法
にお いて適当な燃焼基質 を選択 す ることによ り,肝 の生化学的 あるいは生理的な変化を その最終
産物であ るi`CO、の呼気 中排泄pattemから推 定 で きる可能性が考え られ る。ま た,種 々の肝疾
患,肝 障害 によ り肝の代謝活性 は異 なることか ら,当 然そのRRMpatternも異なることが予想 さ
れ る。肝疾患 の1つ と考え られ る肝癌において も,糖 代謝活性の著 しい変化 がWarburgをは じ
めと して,多 くの研究者 により報告 されてい る。15'"33)そこで本研究 においては化学発癌剤で ある
3'-methyl-4-dirnethylaminoazobenzene(3'-Me-DAB)による ラッ ト肝癌誘発過程 における
i4CO
,呼気排 泄patternの変化 を 〔U-i4C〕glucoseを燃焼基質 と したRRMで,肝 糖 代謝酵素活性
の変化 と関連 づけ検索す る と共 に,得 られ た'4CO、pattemの変動期 につ いて,こ れ までcarci-
nofetalmarkerとして知 られて いる。血清 α一fetoprotein(AFP)および肝r-glutamyltrans-
peptldase38'4e"`3)(r-GTP)活性 との相関性および3'-Me-DAB以外 の化学 発癌剤 を用 いて,そ
の共通性 についてもあわせて検索 し,呼 気i4CO、の排泄patternからこの 種 の癌 の 早 期 診 断 へ
の可能性 につ いて検討 した(第3章)。 更 に四塩化炭素処理 ,AIIoxan処理,肝 部 分 切 除 お よ び
Ehrhch腹水癌細胞移植等 によ る肝障害 および担癌動物 にお ける 〔U-'℃〕ghacoseを燃 焼 基 質 と
したRRMpatternを肝糖代謝酵素活性の変化 と共 に検索 し,酵素活性の変 化 と1℃0,排泄pattern
を確立 し,RRMに よ る肝 疾 患の臨床 的診断への可能性および新薬 の肝毒 性に関す るスク リーニ
ングへ の応用 について検討 した(第4章)。
以上の諸点を中心に検 討解析 した。本論文は,こ れ らの研究結果 について述べ る もので ある。
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第2章Radiorespirometry(RRM)
本章で は,従 来RRMの 放射能 検出部 と して用 い られ ていた電離箱,GM計 数 管 あるいは液 体
シンチ レーターに換えて,固 体 シンチ レータ ーであ るポ リスチ レン系 プ ラスチ ック シンチ レータ
ー(AlokaFS-303)をラジオ アナ ライザ ー(AlokaRLC-601B)に挿 入 したRRMを 開 発 し
,
被検動物 の呼気 中に排泄 された1℃02の放射能 測定 法を確立 す るとともに,実 験動物 に関す る基
礎 的検討 を行 な った。
2-1 呼気14CO2測定に関する基礎的検討
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Fig.2-]に示 すよ うなRRMシ ステ ムを用いた 。本装置 はガス流路系(A～D ,1),放射能 測定
系(F～H)お よびCO,捕集系 の3つ の系で構成 されている。 ガ ス 流 路 系 につ いて は ,〔C〕の
AnimalChamber内に動物体より排泄 されたCO,は 〔1〕のAirpumpによ り吸 引され放射能測定
系に移行す る。この際,空 気中 のCO、お よび水分が測定系 に影 響 を与えるためAninalChamber
に移行す るまでに,そ れぞれ 〔A〕工O%KOHお よび 〔B〕シ リカゲルで除去 した 。さらに動物体
よ り呼 気 中 に 排 泄 され た 水 分 も同 様 な理 由か ら 〔D〕の寒剤 で凍結 除去 した。 ここで 水 分
除去 に シ リカゲルを用 いなか ったのは,シ リカゲルが水分のみ な らずCO 、をも吸着 するためであ
る。次 に放射能測定系 にお いて はFi9.2-2に示す よ うなセル容量20mlポ リスチ レン系 プ ラス
チ ックシ ンチ レーター(AlokaFS-303)をラ ジオ アナライザー(AlokaRLC-601B)に挿入
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した。なおこ こで用 いたプ ラスチ ック シンチ レ
ーターの1℃0、に対す る測定効率 は静止状態で
約60%,検 出感度 は0.002mμCi/mlであった。
CO,捕集系 については,ガ スの逆流 を防 ぐため
に 〔J〕の広 ロ ビンを設置 し,最 終的 に〔K〕の
モノエタノールア ミンにて呼気排泄総CO,を
捕集 した。
本装置を用 い,D-〔U-'4C〕glucose(比放射
能:292mci/mmole,投与 量:2.5μCi/0.25ml,
8.5nmole)を燃焼基質 としラットに投与(i,P)
した際 の測定条件 は,以 下の ように定め,以 後
の測定条件 と した。
測 定 条 件:
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上 記条件 下で 〔U-14C〕glucose(2.5μCi)ラッ ト腹腔内投与 後480分 までの'4CO,呼気排泄連
続patternはFig.2-3のよ うになる 。これよ り明 らかな ように燃焼 基質 投与 後,約30分 で
鼻℃0
,が母 高 値 に達 し,そ の後徐 々に低下 し,2時 間以降は著 しい変化が観 られない。 このため
以後 の測定時間 を2時 間 と定め た。 こ うして得 られ る燃焼 基質投与 後2時 間までのRadiorespi-
rometricpattern(以下RRMpatternと略す)は 以下に定義す るPeaktime(PT),Peakheight
(PH)およびYieldvalue(YV)の3つのparameterで解析 す ることとした(Fig.24)。
Peaktime(PT)二燃 焼基質投与後,呼 気中に排 泄 され る14CO,が最高 値 に達 す るま での時 間
(min)。
Peakheight(PH):Peaktime時にお ける1℃0,の放射活性(cpm)。
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2-2実 験 動 物 に関 す る基 礎 的 検討
'4C一標 識 燃 焼 基質 の投 与量 お よび投与方法 によ りRRMpattemが変化 することは容易 に推定
され る。Fig,2-5には燃焼基質 〔U一工℃ 〕glucoseの投 与放射能量(同 一容量)を 変 え,Donryu
系 ♂ラ ッ トに腹 腔内注射 したRRMpatternを示 した。 これ より明 らか なよ うに,ほ ぼ同一のPT
(約35分),Yv(約51%)を示 し,PHは 投与濃度 にほぼ比例 して いることがわか る。Fig、2-6
には一定濃度 の 〔U-i4C〕glucoseにつ いて,投 与方法を腹 腔内および尾 静脈 内投与 した場合 につ
いて,ラ ッ ト,マ ウスを用 いて比較 した結 果を示 した。 ラ ット,マ ウス共 に静注投与 後速 やかに
14CO
,の呼気へ の出現が観察 された。なお,マ ウスに関 しては,先 に示 した 測 定 条 件 に お いて
animalchamber容量130mlの ものを用 い 〔U-]`C〕glucoseを1.4μCiとした。 次 にDonryu
系 ラ ットを用い,性 差 と週令 によ るRRMpatternの変化 につ いて検討 した。Fig.2-7には〔U-
14C〕
glucoseを腹腔 内投与 した雌雄のRRMpattemの変化 を6週 令 か ら15週 令 ま で示 した 。
1℃0
2の呼気排泄patternにtよ雌雄 で顕 著 な差 はな く,ま たいず れ も週令 と共 にPHお よびW
の低下 が観 られ た。生 体内の糖代謝 が,摂 取 され る食餌条件 によ り著 しく変化す る事 は良 く知 ら
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れて いる44-'52)。そこで絶食 ラッ昌トを用 い 〔U-'4C〕glu,。seのRRMp。tt,,nについて検 討 した。
Fig.28か ら明 らか なよ うに,PTの 著 しい遅 れ,PHお よびYvの 著 しい低下が観 られ,生 体 内
の糖代謝活性 の著 しい低下が推定 された。
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2-3考 察
】℃0
,の放 射 能検出 にプ ラスチ ック シンチ レーターを用 いたRRMを 開 発 した。本方式 はこれ
までの電離箱 方式あ るいは液体 シンチ レーシ ョン方式 に比べ,検 出感度が20～30%低 い と い う
短 所があ るが,系 が極めて単 純であ り,測 定系 内の汚染 も少 な く,1℃0,ガスを直 接検 出で きる
たあ応答速度 の遅延 も無 視でき ることか ら極 めてす ぐれた方式 と考え られ る。本 装置を用い 〔U-
1℃〕
glucose(投与量2.5μCi,i.P)を燃焼 基質 とした実験動物 に関す る基礎 的検討 を行 った。 こ
の結果,内 容量3300m1のanimalchamberに対 し,air流量0.2t/minで〔U-i4C〕,ghlcose(2.5
μCiLp.)投与後2時 間 に得 られ るRRMpatternのPT,PHおよびWの 平均値 は,それぞれ30
分,2000cpm,55%であった。これ らのRRMparameterは〔U」4C〕glucoseの投与 量,投 与
方 法によ り著 しく変 化 した。 すなわ ち 〔U-1`C〕glucoseの投与量 を変 える事によ りPHは そ の量
にほぼ比例 して増加 した。また,〔U-i4C〕glucoseの投 与 方 法を変 え静注 した場合 には ,腹腔 内
投与 に比較 しPHが 著 しく増加 し,PTも 著 しく早め られ るpatternを示 した。 さらに 〔U-i℃〕
glucoseの同一投与量,同 一投与 方法 に対 し,被検動物 の条件 を変 え る,す なわち食 餌状態 あ るい
は年令 の変化 によ りRRMpatternは変化 した。すなわち絶食 によ りPT,PHお よびYVい ず れ
も著 しく低下 した。またAgingと共 にPH,YVは 共 に徐 々に低下す る傾向が み られた。
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第3章3一Methyl-4-dimethylami皿oazobenzene
ラ ッ ト肝 癌 誘 発 過 程 で のRRMpatternの 解 析
3LMethyl-4-dimethylaminoazobenzene(3'-Me-DAB)等の化学発癌物質 による発癌過程
には少 な くとも二つの異な った段 階があ るとす ると,い わゆる"initiation"と"promotion"とか
ら成 る二段階発癌説(Two-stagecarcinogenesistheory5`"5s)が今 日定説 に成 りつ つある。 と
りわ け,実 験 動物を用いたア ゾ色素 による肝癌誘発過程で の病理学的あ るいは生化学的な研究が
数多 く報告 されてい る59'77)。
肝 は諸種物質代謝 の主要臓器 であり,そ の発癌過 程お よび肝 癌状態 での代謝の様 相を知 ること
は生化学的 に癌へ の移行機序 を追求す るうえで極めて興 味 ある事 と思 われ る。発癌過程 での物質
代謝 に関与する酵素活性あ るいはその分子種の変化等の生化学 的変化 は必 ず しも発 癌への移行 に
結 びつ くもの とはか ぎ らないが,臨 床 領域におけ る癌の早 期診断 とい う面 において極 めて意義が
あ り,実 際 にこれ らの早期発見 に用い られてい る。癌 と物質代謝 に関す る研究 の中で も,糖 質代
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謝 に関す る もの はWarburgの呼吸損傷説15)には じま り,この説に対するWeinhouseの反論説T8)
あ るいはMorris肝癌を用 いたWeber2i-22)らの増殖 速度 と糖代謝 酵素 の活性変 動に関す る研究等
数多 くの報告がな され ている。糖 質は動物組織 におけ る主な エネルギ ー源 の一つであ り,癌 細胞
にお いて はとりわ け,そ の活発 な増殖 に多 くの エネルギ ーを要 求す ることは周 知の通 りであ る。
肝 におけ る糖代 謝(倉lycolysis)の中心 に位 置す るのがGlucose-6-phosphate(G-6-P)であり,
このG-6-Pは 主 と して4つ の方 向 に代謝 され る(Scheme3-1)。すなわち
(1}Phosphoglucomutase(PGrnutase)によ り,肝にglycogenとして貯臓 され る。
(2)Glucose-6-phosphatase(G-6-Pase)によ り加水分解 され血 中 に移行 す る。
(3)Phosphoglucoisomeraseによ り,EmbdemMeyerhofParnasPathway(EMP)経路 に入
る。
(4)Glucose--6-Phosphatedehydrogenase(G-6--PDH)によ りPentosephDsphatecycle
(PC)に入 り直接酸化 される。
EMP系 はTricarboxylicacid(TCA)cycleへとつなが りATPを 生産 する主要経路 であ り,
PC経 路は核酸合成の際 にriboseを供給,ま たNADPHを 生産 し.脂 肪酸,Cholesterolの合成
等に関与 して いると考え られて いる99"'85)化学 発癌剤を用 いた肝癌誘発過程での これ ら糖 代謝酵素
の変動 につ いては,G-6-Paseが4-dimethyiaminoazobenzene(DAB)あるい は3'-Me-DAB
による発癌 の進行 に伴 い活性低 下する とい う,そ れぞれKanekoら74),Iwasaki6i)らの報告 が あ
る。またSharma85)らは3'-Me-DABを用いた発癌過程 でHexokinaseの著 しい活性変 動を報告
して いる。 その他 この種の発癌過程で 糖代謝酵素分子種 の未分化型 への変化等 数多の報告が なさ
れている 。73'B6)
以上 の ような肝癌誘発過程 での宿主肝 におけ る糖 代謝変化が呼気中1℃0,の排 泄patternにも
なん らかの形 で反 映 され る事が当然予想 され るため,本 章では3'-Me-DABを用 いた ラ ッ ト肝
癌誘発 過程 での呼気1℃02排 泄patternの変 化を 〔U-'4C〕glucoseを燃焼 基質 としたRRM法 に
て検索 した。また得 られた変 動patternを解糖系 酵素活性 の変化 にて裏付 けた。 さらに これ らの
変 化 と,従 来carcinofetalmarkerとして知 られて いるa-fetoprotein(AFP)2`"39),r-gita-
myltranspeptidase(r-GTP)3e'`o'43)活性変化 との相関性 および化学発癌過程で の共通性 につ い
て も3'-Me-DAB以外 の発癌剤 を用 い検討 した。
3-1〔U-14C〕glucoseを 基 質 と したRRMpatternの 解 析
Fig.3-1には,3'-Me-DABに よるラ ッ ト肝癌誘発過程での 〔U-'4C〕glucoseを燃 焼 基質
と したRRMpatternをPeaktime(PT),Peakheight(PH)およ びYieldvalue(YV)のpa-
rameterで解析 した結果 を示 した。 なお,Fig.2-7よ りRRMpatternが週 令 と共 に変 化す る
ことが明 らか とな ったので,各 数値 はcontro1群との比(%)で 図示 した 。PTは3'-Me-DAB
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Fig・3-2Ch・ng・i・ ・adi。・espi・。m・ヒ・i・p・tt・nwithIU-14C]gluc。sei。,atsaft。,
feedingwith31-Me・-DAB.【AIOweek,[B}2ndweekrIC】4ヒhweek,and【D】7thweek
afterthestarヒof3電一Me-DABfeeding.
投与 後2週 目よ り早 ま り4週 目で最小値 を示 し,5週 目では著 しく遅れ た。15週 目以降 は25週
目あたりまで早 め られ る傾向があ り,そ の後30週 目まで はほぼcontrol値を示 した。PHは1週
目よ り低下 し,5週 目で最小値を示す ものの6週 目より上昇 し始め7週 目で最 高値 を示 した。そ
の後,20週 目まで ほぼ正常値を示すが,25週 目あ たりか ら著 しく低 い値 を示 した。Wは7週 目
で顕著 な上昇 を示す ものの,そ れ以外の週 ではほぼcontro1値を示 した。Fig.3-2には これ ら
のパ ラメーターで著 しい変動の認め られ た3'-Me-DAB投与 後O,2,4,および7週 目のRRMpat-
ternを示 し た 。4週 目 のpatternはco皿troIに 比 べPHは 低 い が 出 現 時 間 の
早 い,7週 目 のpatternはPH,YVの 高 ま り を 伴 な うPTの 早 め ら れ たpaレ
ternと い え る 。
3-2解 糖 系 糖 代 謝 素 活 性 変 動 との 相 関
〔U」℃〕glucoseを燃焼 基質と したRRMpatternの変化 を肝の糖代謝酵素活性の変化 と関連づ
けるために,解 糖系律速酵素で あるHexokinase(HK),Pyruvatekinase(PK),Glucose-6-
phosphatedehydrogenase(G-6-PDH),mitochondrialIs㏄itratedehydrogenase(ICDH)活
性 について3'-Me-DAB投与後30週 にわ た り測定 した。Fig3-3か ら以下の こ とが 明 らか
とな った。
一13
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
700
600
500
400
300
200
100
0
レ 卒 一ヤ 一ー← 一∀
'1
ア
、〈
ど ・
ゲ へー
ノo
＼ 諮 ・
051015202530
Weeksafter3・-Me-・DABfeeding
Fig.3-3Levelsofgユycolyticen2ymeactivitiesduring3,-Me-DAB
feeding.Eachvalueis【elativetothecontroltakenas1001,and
themeanof5animals。 ← レG-6-・PDH,-o-一一◎畳HK,」ワー .一▽」PKrθ一一 一〇-ICDH.
①PC経 路 の律速酵素 であ るG-6-PDHに最 も著 しい活性 変化(比 活性)が 認め られ,こ の
変 化は,発 癌過程初期(3～4週)と 後期(7～8週 以降)に 活性上昇 し,20週前 後まで
高活性 を維持す る2相 性 のpatternを示 した。
②EMP経 路 の律速酵素で あるPKは,3LMe-DAB投 与 後5週 目まで著 しく活性低 下 し,
6週目以降20週 目まで ほぼcontrol値を示 し,30週目でやや活性 上昇 が観 られた。 一方
HKはG-6-PDHの 後期(7～8週)活 性期 に一過性 の活性上昇を示 した。
③TCAcycleの 律 速酵素で あるICDHは,3'-Me-DAB投 与 後5週 目よ り活性上昇 し,6
週 目で最高値を示 した。7週 目以降30週 目まで,ほ ぼcontrol活性 を維持 した。
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3-3〔1-i4C〕glucoseを 基 質 と したRRMPatternの 解 析
〔U」4C〕glucoseを燃焼 基質 と したRRMpatternの変化 を解 糖 系 酵 素の活性変化 と関 連づけ
検討 す ると,PTの 著 しく早 まる3'-Me-DAB投与 後4週 目においてはPC経 路 のG-6-PDH
活性 が著 しく上昇 し,こ の経路 の活性化 が1℃0,の 呼気への排泄速度 を早 める事が示唆 された。
そ こで この事 を確認す る目的で 〔1-1℃〕glucoseを燃焼基質 と したRRMpatternを3'-Me-
DAB投 与後1～6週 にっいて検索 した。Fig.3-4～6に はそれぞれPT,PH,Yvの 変化を示
した。PTは3'-Me-DAB投 与 後1週 目には著 しく遅れ るが,2週 目より回復傾 向にあり,4週
目では逆 に著 しく早 め られ,5週 目以 降は ほぼ正常値 を示 した。PH,YVは 共 に3週 目よ り上昇
し始 め4週 目で最 高値 を示 した。Fig.3-7には 〔6-'4C〕glucoseと〔1-1℃〕glucoseを燃焼
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Fig・3-4ChangesinPrrduringfeedingwith31-Me-DAB.
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基質 と したRRMpattemにおけ るYV比(〔1」4C〕glucose/〔6」4C〕glucose)を示 した。W
比 は3'-Me-DAB投与後4週 目で1」7(Oweek)から1.52と上昇 した。 また,Table3-1に
は3'-Me-DAB投与後4週 目における3H-Thymidine(3H-Tdr)および 〔U-'4C〕glucoseの
DNA分 画への取 り込 み量 を調べ た結果 を示 した。3H-Tdrでcontrol値の 約4倍,〔U」4C〕
ghucoseで約2倍 の取 り込み上昇が認め られ た。
以上 の実験結果 よ り3'-Me-DAB投与後4週 目においてはPC経 路 が著 しく活性化 され,こ
れによ りPTが 早 まる事が確認 され た。
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Fig.3-5ChangesinPHduringfeedingwith3,-Me-DAB魯
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Fig.3-6ChangesinYVduringfeedingwith31-Me-DAB.
Resultswerecalculaヒedaspercentofthecontro1.The
oontrolwasarbittarilytakenasユOOl.VerticaXlinesin-
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Table3-lIncorpo【a七ionsof
inヒoratliverDNAfraCtiOn
f3田thy。idineand
14【u--1glucose
13H】thy。idi。e
(dpm!mgDNA}
↓41u-C】qlUCOse
(dpm/mgDNA)
Contro1
3書一Me-DAB
18,335土3,667
`1001
72,779士10,971
(397)
5,520士1,741
1ユoo)
9,983士2,445
口811
費Threeraヒswereusedforeachg【oup .Theywerereceived
40μCiofeachlabelledcompoundat4thweekafterthe
sヒa【toffeedingwith31-Me-DAB.Eachvaluereptesents
ヒhemean土standarddeviaしion.Figuresinparenthesesare
percentagestakenas10010だthecontro1,
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3-4α 一Fetoprotein,r-GlutamyltransPePtidase活性 と の相 関
3'-Me・-DABによる ラッ ト肝癌誘発過程 で,〔U-1℃〕glucoseを燃焼基質 としたRRMpat-
ternを検 索 し,こ のpatternを糖代 謝酵素 の活性変化 と関連 づけて解析 す ると,PC経 路 の律速
酵素で あるG-6-PDH活 性 が二相性 に著 しく活性 上昇 し,こ の時期 に14CO、の呼気への出現速
度 も早 まるとい う事 が明 らか となった。 さ らに,3'-Me-DABに よ るラッ ト肝癌誘発過程 での
これ らRRMpatternおよび肝G-6-PDH活 性 の変化 と従来carcinofetalmarkerとして知 ら
れて いる胎 児性血清蛋 白であ る α一Fetoprotein(AFP)の出現 および肝r-Glutamyltranspep-
tidase(r-GTP)活性 との相関性 にっいて検討 した。Fig.3-8には3'-Me-DAB投 与 後30
週 までのAFP,r-GTP活 性 の変動patternを示 した。AFPは,3'-Me-DAB投 与後3～5週
目で一度陽性反応 を示 すが,そ の後10週 目まで は陰性 とな り,11週目以降,再 び陽性 となる二
相性 のpatternを示 した。 また,肝r-GTP活 性 も3～4週 目に著 しく活性上昇 し,5～6週 目
で一度 活性低下,7週 目以降15週 目まで高活性 を維持 す る二相性 のpatternを示 した。この結果,
3'-Me-DAB投与後初期(3N4週)に お けるglucoseの燃焼 速度 が早 ま る時期 と肝G-6-
PDH,r-GTP活性の上昇お よび血清AFP陽 性 反応 期が極 めて良 く一一致 した。
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Fig.3-8Levelsof.se=umAFPandofhepaticY-GTPactlvitydu【lng
feedingwith3一Me-DAB,Eachp。int・ep・esentsthemean。f5ani皿a1・ ・
VerticalIinesindicatethestanda=ddeviation.++++;ApPearanceof
SerumAFPr-Y-GTPaCtivity。
3-5G-6-PDH活 性 変化 の 共 通 性
3'-Me-DABラッ ト肝 癌誘発過 程で,肝G-6-PDH活 性が肝r-GTP活 性 と極めて良 い相
関を持 って変 化す る事が明 らか とな った。そ こで この肝G-6-PDH活 性の二相性patternがこ
の種 の発癌過程 で共通 して観 られ るかを検 討す る目的で,60ppmDiethylnitrosamine(DEN)お
よび0.05%o-Aminoazotoluene(o-AT)をそれぞれ ラッ ト.マ ウスに投与 し.発 癌過 程での
肝G-6-PDH活 性 の変化 を γ一GTP活性変化 と共に検討 した。Fig.3-9,Fig、3-loにはそ
れぞれDEN投 与 ラッ ト,o-AT投 与 マ ウスにおけ るG-6-PDHお よびr-GTP活 性 の変化 を
示 した。Fig.3-9〔A〕よ り明 らかなよ うに肝G-6-PDHはDEN投 与 ラットにおいてはDEN
投与後6週 目に最初の活性上昇 ピー クが観 られ,7～8週 目でやや活性低 下,9週 目以降再 び活
性上昇す る二相性 のpatternを示 した。 また,肝r-GTP活 性 も同一一patternで活 性 変 動 した。
o-AT投 与 マウスにおいて もFig.3-10〔A〕に示 すよ うに.肝G-6-PDH活 性はo-AT投
一19一
与後4週 目にfirstpeak,5週目で 一度活性低下,6週 目より再 び活性上昇,以 降高活性を維持す
る二相性のpatternを示 した。肝r-GTP活 性 もやは りG-6-PDH活 性 変 化 と極 めて良 い相関
を もって変化 した(Fig.3-10〔B〕)。Fig.3-11には3'-Me-DABで は発癌 しないとされ
て いるマ ウス に,0.06%3'-Me-DAB投与 した際 のG-6-PDH活 性変化 を示 した。 この場合
には3週 目に唯一の活性 上昇peakがあるのみ で,以 降10週 目まではほぼcontrol活性 を示した。
これ らの実験結果 よ り,3'-Me-DABラ ッ ト肝癌誘発過程で観 られ る肝G-6-PDH活 性 の変
動patternが,この種 の肝癌誘 発過程で共通 して観 られるもの と結論づ けられ る。 また,こ れ ま
で発癌のmarkerenzymeとされているr-GTP活 性変化38'40"`3)とも極 めて良 い相 関 が あるこ
とが明 らか とな った。
loo
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
〉
?
?
?
?
O
Oユ2345678910
Weeksondiet
Fig.3-9Leve1。fg1・ ・。・e-6-ph。 ・ph・t・d・hyd「 。genase
。6・i。ityi・th・1ive・ 。f・at・d・ ・i・gfeedi・gwithDEN・
E・chp。i・t・ep・ese・tsth・mea・ 士SDf。 ・5・ ・imals・
ContrOユ{O).DENfeeding{●}.
一20一
??
?
?
」?
?
。
?
?
?
?
?
。
?
?
?
?
?
〉
?
?
?
?
0
??
?
?
?
??
??
?
?
?
?
ユ 2 34567
Weeksondiet
8 9 ユ0
Fig・3-9Leve1。fr -GTP
activityintheliver。f
ratsduringfeedingwith
DEN・Eachpoint【epresents
ヒhemeantSDfor5
anlmals.
Ol2345678910
Weeksondiet
Fig.3-10Levelofglucose-6-phosphat二edehy司rogenaseac-
tiviヒyduringfeedingwitho-ATinmice.Eachpointisthe
meanof5animals.Ve【ticallinesindicatethesヒandard
deviation・ 〔O)Controユ,(●}o-ATfe¢ding.
-21一
??
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
100
50
0
0123456789
Weeksondiet
Fig.3-10Levelofr-GTPactivityintheliver
コ も 　
duringfeedingwitho-A「r.Eachpolntrepresents
mean±SDfor5animals.
??
??
?
??
??
?
?
?
??
20
15
10
5
10
ofmice
the
O
O12345678910
Weeksondiet
Fig。3-11Leve】,ofgユucose-6-phosphatedehydrogenase
activitydutingfeedingwith31-Me-DABinmice.Each
pointist二hemeanof5animals.Ve【tica11'inesindicate
ヒbestandarddeviation.{O,Controlf〔 ●)3■-Me-DAB.
-22一
3-6考 察
〔U-'℃〕glucoseを燃焼 基質 としたRRM法 で,3'-Me-DABラット肝 癌誘発過 程でのi4CO,
の呼 気中排泄連続patternを肝糖代謝酵素活性 変動 と関連づけ検索 した。その結果3仁Me-DAB
投与初期(7週 目まで)に おけ るRRMpatternは肝 糖 代 謝 酵素 活性 の変化を良 く反 映 してい る
ことが明 らか とな ったH7di9)。すなわ ち,こ の期 間にお けるRRMpatternの変化 は,Fig.3-2に
示 したよ うに3～4週 目にPHお よびYVの 低下を伴 うPTの 早 ま った変化を経て,7週 目に観
られ るよ うなPHお よ びWの 上昇を伴 うPTの 早 ま ったpatternへ移行す る。この変化をFig
3-3に 示 した肝糖代 謝 酵素 活性 の変 化 と関連 づけ検討す ると以 下の ように説 明でき る。
①PTは3'-Me-DAB投 与 後2週 目より早 まり最小 値を示すが5週 目で著 しく遅れ,7週
目で再 び早 め られる。 この変化 は,肝PC経 路の律速 酵素 であ るG-6-PDH活 性の変化
か ら説 明でき る。すなわちPTが 早 まる際に は必 ず この肝G-6-PDHが 活性上昇 し,PC
経路の活性化がRRMpatternにおけるPTを 早めた と思 われ る。
②PHは3'-Me-DAB投 与後5週 目までは低下 す る傾 向があ り,6週 目よりcontrol値に
回復 し,7週 目で は著 しく上昇 す る。 これはEMP経 路 の律速酵 素であ るPKが5週 目ま
で は著 しく抑制 され,14CO,の主生産経路で あ るTCAcycleへの燃 焼 基質 の供 給 が減少
す るためPHが 低下す る と説 明できる。 しか し6週 目よ りPK活 性 は正常値 に回復 し,し
か も6週 目にはTCAcycleの律速酵素 であるmitochondrialICDH活性 が 著 しく上昇 さ
れ,TCAcycleの代 謝回転 が活発化す る。 しか も肝G-6-PDH活 性 も再 び 上 昇す る時
期 にあるためPHお よびWの 上昇 を伴 うPTの 早 め られたpatternカi7週目に観 られた
と説明 できる。
③8週 目以降 は肝の覇化移行 の初期 と思 われ.こ の時期 にPTが 著 しく遅 れ るstageが2～
3週間続 くが糖代謝酵素 の活性変化 か らは説 明できない。
④15週 目以降 につ いて は肝G-6-PDHの 高活性状態が維持 されRRMpatternにもPTの
、
早 ま りと して反映 されて いる。一方PH,YVは8～20週 に おいてはさほど変動 は認 め ら
れず,こ の間のPK,ICDH酵素活性 のそれ らと良 く一致す る。
⑤25週 目以降 でのPHの 著 しい低 下は,giucoseの癌細胞 への取 り込み割合 が増大 し,嫌 気
的解糖 によ り乳酸生成 へ移行 するため と思 われ る。
〔U-14C〕glucoseを燃焼基 質 としたRRMpatternを3'-Me-DABラッ ト肝 癌 誘発 過程 で検
索 し,肝 糖 代謝酵素.肝r-GTP活 性 および血清AFPと 関連づ け検討す ると,RRMpatternに
おいてPTが 早 まる時期 に肝G-6-PDHお よび肝r-GTP活 性が上昇 し,AFP反 応 も陽 性 を
示 した。 したが って 〔U-1℃〕ghユcoseを燃 焼基質 と したRRM法 によ り,こ の 種 の発 癌 過 程 を
PTの 早 ま りか ら早期診 断す る可能 性が示唆 された。 ま た このPTの 早 ま りが,肝PC経 路 の
G-6-PDH活 性 の上昇 に起因す ること,さ らに このG-6-PDH活 性が これまで有用なcar一
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cinofetalmarkerとして知 られてい る肝r-GTP活 性変化 と極 めて良 い相関 を もって変化 し,い
ずれ も二相性の活性 上昇pattemを示 し,し か もこのpatternはこの 種 の発癌過程で共通 して観
られたgo)。小野 江91)らによ り3'-Me-DAB投与後20週 までの 肝組織像の変化が詳細に解析 さ
れた。 これによれば,本 実験 と同一条件下でO.06%3LMe-DABを 投 与 後 た だ ちに肝細胞 の
変性,消 失が起 こ り,2週 目よ りこれに代 って"ovalcelt"と命 名 された小型 の細胞が出現する。
この"ovalcell"の出現は4週 目で最 大 とな りその後消失す る。 さ らに,か わ って小型肝細胞 と
呼ばれ る細 胞が出現 し,つ いに癌化する とア ゾ色素肝癌 の発生過程 を説明 して いる。本実験 にて
得 られた,RRMpatternにおけるi4CO,呼気へ の早期 出現 および肝G-6-PDH活 性の止昇pat-
ternは小野江 らの肝細胞の組織学的変化 と良 く一致 して いると考え られ る。 この ことは肝G-
6-PDH活性 と極めて良い相関を もって変 化 した血 清AFPお よび肝r-GTPがovalcel1ある
いは小型肝細 胞 により生産 され るとい う報告3s'9z"94)からも裏付 け られ る。従 って,RRMpattern
における発癌過程初期(4週)お よび後期(15週 以降)で のPTの 早 ま りが,ovalcellあるい
は小型肝細胞 の増殖 に伴 った肝G-6-PDH活 性の上昇 による変化 と結論づけ られ る。ovalcell
の出現機序が種 々の肝毒 に対す る肝組織の適応現象34'94"95)であ ること,ま たG-6-PDH活 性
も種 々の肝障害 に伴 う肝細胞の再生過程で増加 す る96"99)ことか らもこの ことは確 かな事 と思 わ
れ る。標識 グルコースを投与 した結果,呼 気 中に排泄 され るi4CO,は,脳,肝,肺,筋 肉等 の組織
で代謝 された総 且℃0,と 考え られているが,本 実験 によ り外部 よ り投与 した トレサー量 の標識 グ
Table3-2Distributionofglucose-6-phosphatedehydrogenaseac-
tiviセyinratsat4thweekafterthestartof3'-Me-DABfeeding
Organ Normal 3,-Me-DABfeeding
Brain
Lungs
Liver
Kidney5
Spleen
Muscle
禽
2.90士0.63
(5.2)
4.74士0.84
{8.5}
29.3±4.39
⊂52.4}
6・4士0,28
{11.51
12。5±1。36
〔22.41
★★
2.28士O。59
{1.3}
4響65十 〇.52
`2.7)
ユ37.0±17・0
{80.2}
5・54士0。19
〔3.2)
21.5±3.35
{12.5)
★
Eachvalueistheactivitypererganandthemean士standard
deviation{n=5).Piguresinparenthesesindicatethedisヒribu-
tionrate{亀,totheorgans.
★★noactivity
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ルコースが 主 として肝 で燃焼 され,1℃02と して呼気中 に反 映 され ることが明 らかとな った。 す
なわ ち,3'-Me-DABラ ッ ト肝癌誘発過程でのRRMpatternにおけるPTの 早 ま りが肝G-
6-PDH活 性変化 に起因す ると思われ る。 この ことはTable3-2に示 したG-6-PDHの 組織
別活 性分布か らも明 らかであ る。
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第4章 肝 障 害 とRRMpattern
3'-Me-DABラッ ト肝 癌誘発過程 での 〔U-1℃〕glucoseを燃焼 基質 としたRRMpattemを
糖代謝酵素活性 と関連 づけ検 討 し,i4CO,の呼 気中排泄patternと肝 の糖 代 謝酵素活性変化 に相
関性が あることが明 らか とな った。すなわち肝G-6-PDH活 性 が1℃0,の 呼 気 中 排 泄 速 度
(PT)の.PKあ るいはICDHがPHあ るいはYVの 制 御 に関与す ることが明 らか とな った。 ま
たPTの 早ま りか ら化学発癌剤 による肝癌誘発過程の早期診断の可能 性が示唆 され た。そこで本
章 においては 〔U-1℃〕gkacoseを基質 としたRRMpattern変化 と肝 糖 代 謝 活性変 化との関係
を さ らに明 らかにする と共 に肝障害 のRRM法 による診断 の可能 性 につ いて検討す る事を 目的 と
し,ラ ットを用 いたCCI、肝障害,再 生肝,Alloxanによる実験 的糖尿症 お よびEhrlichascites
tumor担癌 マウスにおけるRRMpatternにっいて検討 した。
4-1四 塩 化炭 素(CCI・)肝 障害 ラ ッ トに お け るRRMpattern
実験 的肝障害 モデルの一つ と して20%CCI、(0.5m1/100gbodyweight)を経 口投与 し.障
害時 およびその回復過程 での 〔U-1℃〕glucoseを燃焼 基質 と したRRMpatternを血清trans-
aminase(GOT,GPT)および肝解糖系 酵素活性(PK,HK,G-6-PDH,ICDH)の変 化 と関 連
づけ解析 した。Fig.4-1にはCCI、投与 後1日 ～5日 目までのRRMpatternの変化 を示 した。
これ よ り明 らか なよ うにCCI,投与後,第1日 目には明確 な ピークの認め られ ないかな り乱れ た
パ ターンを示 し,2日 目には:℃0、の呼気へ の排泄速度が早 ま り,3日 目には さらにその傾向 は
高ま り,18分前 後 と60分付近 に2つ の ピークを もったpatternとなった。 その後 はほぼCCI、投
与 前のpatternに回復 した。
Table4-1には,Fig.4-11こ示 したRRMpatternをPT,PHおよ びWのparameter
で解析 した結果 を示 した。PTに 関 しては,CC1、投与 前の値 が約30分 に対 し,1日 目で約10分
の遅 れを示 した後,2日 目より早ま り,3日 目で18分 と顕著 に早 ま った。4日 目以 降はCCI、投
与前 の値 に近づ く傾向を示 した。
PHに ついて は,1日 目で830±181cpmとCCI,投与 前の約1/2の 値 を示す が,2日 目より
回復す る傾向を示 し,4日 目に は投与 前の値 を示 した。Wは1日 目でやは り著 しく低下するカ㍉
2日目にはほぼ投与前の値 を示 し,3日 目以降 は これを上 回 る傾 向を示 した。
Fig.4-2にはFig.4-1に示 したCCI、投与 後におけるRRMpattemの変 化 と肝細胞 の破
壊お よびその修 復過程 との関連性 について検討 す るため,血 清transaminase,GlutamicOxa1-
aceticTransaminase(Gσr)およびG亘utamicPyruvicTransaminase(GPT)の活 性 変 化 を
示 した。Gσr,GPTは いずれ もCCI、投与後数時間後 に上昇 し始 め2日 目まで高活性状態を維持
す るが,2日 目後半 よ り低 下 し始 め,4日目にはccrd投与前 の正常活性 に もどった事 がわか る。
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Table4-1Chang・ ・i・radi。 ・e・pi・。m…i
。p。,ame,。,s。f
glucosei・rat・t・eat・dwi・hCC・4
14【u-C]一
'Day
Peakセime{PT}
{minuヒes)
peakheight`PH)
{epm)
Yieldvalue{yv,
{亀)
0
1
2
3
4
5
29。0±1.1
39・O士1.8
24.0土O・6
18.0士0.9
20・2士0.2
24.1±O・8
1623士 30
830±181
1056士187
1353士312
1619士529
1437士120
56.6士1.6
39.7±8.1
51.5=±0.6
58.8±4-3
61.6±6.5
60・7±2。5
,
脅rrhevalueisヒhemean
土standa【ddeviation(n詔3}
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Fig.4-3にはCCI、投与後5日 目までの肝PK,HK,G-6-PDH活 性の変化を示 した。図よ
り明 らかなよ うにPK活 性 に顕著 な活性変化が観 られ,CCI,投与 後1日 目で著 しく活性抑制 され
るが2日 目よ り活性上昇 し始め,3日 目で最高値 に達 した。4日 目には ほぼ正常活性を示 した。
HKお よびG-6-PDHは3日 目のみに活性上昇 が観 られ るのみであ った。一 方ICDH活性 に は
3日 目においても活性変化が観 られず106.7±12.2mU/mgproteinと正常活性 を示 した。以 上
実験的肝障害モ デル と して,ラ ッ トにおけ るCCI、肝 障 害 を 用いた障害時 およびその回復過程 で
の 〔U-'4C〕glucoseによ る1℃0,のRRMpatternに肝 の生 化 学的変化が良 く反映 されている
事が明 らか とな った。すなわち,CCI4投与後.数 時間の 内にGσr,GPTの 活性上昇が観 られ,
肝細胞の破 壊が進行する。一方 この期間 にはFig.4-3に示 したよ うに肝PK活 性 が 著 し く抑
制 され る。 この た め,RRMpatternにおけるPTの お くれ,PHお よびWの 著 しい低下が観
られ ると考 え られ る。 しか し2日 目後半 にはGOT,GPTの 活 性 が低 下 し始め損傷肝細胞の修復
のは じま りが推定 され,肝PK,HKお よびG-6-PDH活 性 も活 性 化 され る。 これ らの変化 は
RRMpatternにおけるPTの 早 ま り,PHお よびWの 回復,増 加に反映 され ると考 え られ る。
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4-2再 生 肝 ラ ッ トに お け るRRMpattern
本実験 にお いて は肝 障害モ デル と してHigginsandAndersoniZ3)の方法 によ り肝部分切除 を
行い,再 生肝 にお ける 〔U一工4C〕glucoseを燃焼 基質 と したRRMpatternを肝糖代謝酵素 の活性
変 化 と共に検討 した。Fig.4-4には肝部分切除後,4日 目までの 〔U一正℃〕gtUcoseを燃焼基質
と したRRMpatternの変 化を示 した。肝部分切除後2日 目まで は著 し く乱れ たpatternであ る
が,3日 目よ り手術前 のpattemへ回復す る傾向が観 られ,4日 目で はほぼ正常patternにもど
る。 この間のRRMparmeterの変化をTab】e4-2に示 した。手術後1日 目で はや はりPTの
遅れ,PHお よびYVの 顕 著な低下が観 られた。2日,3日 目に はPTの 著 しい 早 ま りが観 ら
れ るが,PH,Wに は 手術 前 の 値 へ の 回復 は認 め られなか った。4日 目にな るとPT,PH,
Wは それぞれ32分,1485cpm,46.7%とやや低 い値 を示すが,手術 前に近 い値を示 した。 これ
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らの変化を肝 の生 化学的変 化 と関連 づけ検討す るため に,Fig.4-5に は3H-Thymidine(3H
-Tdr)のDNA分 画への取 り込み変化 を,Fig.4-6には肝解糖系糖 代謝酵素の活性 変 化 を示
した。Fig.4-5から明 らかなよ うに3H-Tdrは 手術後1日 ～3日 目まで極 め て高 い取込み活
性を示 し,4日 目でやや高い活性 を維持 するが,6日 目で はほぼ正常肝 の値 を示 した。一方肝解
糖系糖 代謝酵素 の活性変化 はFig.4-6に 示す よ うにG-6-PDHお よ びHKは いずれ も手術
後,1日 目で活性低下,2日 目後半 より上昇,3日 目に最 大活性を示 し,以 降正常活性 にもどる
patternを示 した。PKは 手術後1日 目で著 しく抑制(70%抑 制)さ れるが,2日 目以降は正 常活
性 ない しは,や や低 い活性を示 した。 なおICDH活 性は この間 ほぼcontrol値と有 意の差 を認め
なか った。 この よ うに再生肝 にお いても1℃0,のRRMpatternが肝 の生 化 学 的変 化を良 く反映
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Table4-2Changesinradiorespiromeヒricpararnetersof
qlucoseinraヒsaftert=heparヒialhepaヒectomy
14ω 一C}一
Day Peakヒime(PT)Peakheighヒ 〔PH)Yieldvalue(YV)
(minutes)(cpm){t)
0
1
2
3
4
37.5士6.5
41.2士2.2
18.8±1.2
20.B土O.3
32●0±1・8
1740士210
885士120
765士133
1065±98
1485土126
51.6±2.4
41.1士0.8
50.3±9.6
42・2士2・6
46.7士0.9貞
Eachvaluerepresenヒsthernean士sヒandarddeviation{n=3).
していた。すなわち,再生肝においてはDNA合 成末期より肝糖代謝酵素とHK,PK活性が著 し
く上昇 し,S期 に続 く分裂期(M期)に 要するエネルギーを生産するという生化学的変化がこの
間のRRMpatternに反映 されていると考えられる。先の4-2項 で得られたCC1,投与3日 目
のRRMpatternと比較 し,PTの早まる時期にPH,Wが 依然低 い値を示すのが再生肝 におい
て特徴的である。 これは肝PK活 性がこの時期に上昇せず,正 常域か,や や低い状態にとどまる
ためと考えられる。
'
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Fig.4-5・ ・c。・p・・ati。・ 。f3H-thymidinei。t。 、。tlive,DNA
・ft・・th・p・ ・ti・1h・p・t・ct。my.R。t、w。,ei。ject。d3H-thymidine
〔50pCi/lnl)intraperitoneallyatadoseof5pCi.Ve【ticallines
ind注catethestandarddeviaヒi。 。{n・3).`。)C。nt.。 ユ,`・)
pa【tialhepatectomy.'
一32一
L〔?
?
』
?
?
?
?
??
?
?
」
?
?
200
150
?
… ＼尋
＼＼
r一擁 ＼1・/㍗ ＼
50
0
012346
Daysaftertheoperation
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4-3Alloxan処 理 ラ ッ トにお け るRRMpattern
先に3'-Me-DABに よる肝癌誘発過程,CC1、あるいは肝部分切除 に よる 肝 障 害 に お い て,
〔U-i4C〕glucoseの生 体内燃焼patternをRRM法を 用 い検索 した結 果,肝 にお ける解糖系酵素
活性 とRRM法 によ る解析patternとの間に密接 な関係 があ ることを示 した。 本実 験 に お いて は
A皿oxanを用 い,実 験 的糖尿症 を ラッ トに惹起 し,血 糖値,〔U-14C〕glucoseを燃焼基 質 とした
RRMpatternの変化お よび肝糖 代謝酵素活性 との関連性 について検討 した。Fig.4--7にはAll-
oxan(100mg!kg体重)を1回 皮下投与 後にお ける血糖値 の変化を示 した。Nloxan投 与 後
30～40分で正常値の1.7倍の高血糖 とな り,そ の後(4～8hr)徐 々に正 常 値に もどるが,投
与 後8時 間を過 ぎるころか ら再 び上昇 し始め,24時 間後には正常値 の2.7倍の 血 糖 値 を 示 した
(持続性 高血糖期)。Fig.4-8にはA皿oxan投与 後24時 間 までの 〔U一且℃ 〕glucoseを燃 焼 基
質 としたRRMparameterの変化 を示 した。 これよ り明 らか なよ うにAnoxan投与後10～20分
でPTの 早 ま りが わずか に観 られ るが,そ の後24時 間 まではやや遅 れる傾 向にあ った。 一方,
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Fig.4-7Bloodsugarievelintheratserumt【eatedwith
a1ユ◎xan.RatswereinjectedsubcutaneouslyatadoseofIOO
mg/Kgbodyweight.Eachpointrepresentsthemean土standard
deviation.Verticallinesindicatethestanda=ddeviation(n=5).
PH,YVは共 にA皿oxan投与30～40分 後でcontrol値の約50%前 後に低下す るが,1時間後に
は ほぼ正常値 を示 し,そ の後 も顕著 な変化 は観 られな か った。なお この際のPT,PH,Wの 正
常値はそれぞれ,303±1.7(min),1,376±68(cpm),552±2.0(%)であった。Fig.4-9,'llable4-3には
それぞれA皿oxan投与後60分 までの肝解糖系糖 代謝酵素 の活性変 化 と24時 間後における活性値
を示 した。A皿oxan投与後10～20分 まで はバ ラツキが大き くは っき りした有 意 の差 を論ず るこ
とはで きないが,PC経 路 の律 速酵素で あるG-6-PDH活 性 がわずかに上昇 する傾向が観 られ
る。 しか し投与後30～40分 を経 過す るとHKは 明 らかに活性低 下 し,他 の酵素 について もやは
り活性低 下の傾向が認め られた。 この活性 低下 もTable4-3に示す よ うに,24時 間後 には,ほ
ぼ正常値 を示 した。なお,肝PK,HKお よびG-6-PDH活 性 のNloxan投与 後40分 における
control肝1g当りの 酵 素 単 位 は 次 に 示 す通 りで あ る。HK:2.52±0.68〔IU〕,PK:LO7
±0.07〔IU〕,G-6-PDH:5.12±O.72〔IU〕,ただ し数 値 はmean±S,D(n;5)を
を示 す 。A皿oxan投与 後30～40分 に お け る肝HK活 性の 著 しい抑 制 がinvivoの 系で
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Fig.4-8ChangesinPT,PHtandYVafterasingle'adminis-
trationofalloxan.Ratswereinjectedsubcutaneouslyata
doseof100皿g/Kgbodyweightandpreparedforradiorespiro-
14metry
.IU-C】glucosewasadministeredintraperitoneallyat
adoseof2.5pCi.Eachvalueistherelaヒivetothecontrol
takena5100t.Verticailinesindicatethestandarddevia-・'
tion(n=4}.{●)PT,〔o,PHeand{▽,YV.
認 め られ た た め,Alloxanによ る 肝HK活 性 に対す る抑制作 用 につ いてinvitroの系で検討
した。Fig.4-10より明 らか なよ うに,肝HK活 性 は極めて低 濃度(×10-3・vloLzptmole)の
Alloxanによ り顕 著に抑制 された。なお,他 ⑱酵素活性に関 しては この濃度 範囲では全 く抑制 さ
　
れなか った。以 上,血 糖値 はAlloxan投与後ただ ちに上昇 し始 め30～40分 後 に高血糖値(初 期
高血糖)を 示すが,そ の後正常値 にもどり,24時 間後に は550mg/dlの高血糖 を示 し,持 続性
高血糖 期に移行 したことがわか る。 これ までA丑oxanの作 用機序 は必 ず しも明確 でないが,初 期
高血糖 は幅交感 神経 を介 した ブ ドウ糖 の動 員によ り,そ の後 ランゲルハ ウス島の β細胞破壊 がす
すみ,イ ンス リン欠乏 によ る持続 性高血糖 に移行 す ると考 え られてい る10ω。 初期 高血糖 は本実
験結果Fig.4-9,4-10に示 すよ うにA皿oxan自体 が極 めて低濃度 で肝HK活 性 を著 しく抑制
す ること,ま たAlloxan投与後の肝AlloxanUe度が45分 で最 高値 を示 すとい う報告i。L)から,
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Fig.4-9 ,Levelofglyco工yticenzy皿eactivitiesinrat
livertreatedwithalloxan.Ratswe【einjecヒeda],loxan
suboutaneouslyatadoseof100皿g/Kgbodyweighヒ 。'
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Table4-3Glycolyr.セ ーicenzymeaetiviヒiesinthe【aヒ
1iverat24hrafterasingleadministrationofalloxan
Enzyme Conヒ【01 Alloxan
PK
HK
G-6-PDH
★
0。57±0.01
1.11士0.19
0.26±0・04
O,54±0.07
1●13±O,10
0.=～ユ ±0・02脅
Untts/gliveご.Eachvalueisヒhemean士sヒandatd
deviation{n=5).
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Fig・4-10Eff・ ・t。f・ ユ1。・a・ 。・ ・atlive・HKac≒i・ity
invitro●Thevaluerepresentsaspercentagetothe
activityatOpmolealloxan.The・concentraLionwas
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Alloxanの肝HK活 性 の阻害 に其つ くことも十分考 え られ る。Houssay'02)らの肝 い 出に よ り初
期高血糖 が妨 げ られた実験結果 か らも著者 らの推 論が裏づ け られる。一 方,A皿oxan投 与 後 の
〔U-1℃〕glucoseを燃焼 基質と したRRMpatternの変化 を経時的 に観察 す ると,初 期高血糖期
に著 しい変化 がみ られ,持 続性 高血糖期 に入 った と思わ れる24時 間 後 にはその変化 は認め られ
ない。す なわ ち,AUoxan投与後,た だちにPH,YVは 共 に減少 し30～40分で最低値 を,そ し
て24時 間後 にはほぼ正常値 を示 した。 この間,PTは20分 まではや や早 まる傾向 を示す が,そ
の後遅 れ,24時間 後にはやはりほぼ正常値 を示 した。これ ら初期 高血糖 期 における著 しい変化は,
肝HK活 性の変化 によ り説明で きる。す なわ ち,Nloxanの直接的 な肝HK活 性の抑 制 によ り,
glucoseの代謝が解糖方 向へ進 まず,血 糖値が一時的 に上昇 し,呼 気への1℃0,の 排 泄 も減少 し
たと考え られ る。
4-4Ehrlich腹 水 癌 担 癌 マ ウ ス にお け るRRMpattern
これ まで種々の実験 的肝障 害を作成 し,主 と して 〔U」℃ 〕glucoseを燃焼基質 と したRRM
patternを得,これ らにつ い て 解 析 す る と,そ のpatternが各 々の障害 に特徴的で あり,し か
も肝 の生化 学的変化 を極 めて良 く反映 して いることが明 らか とな った。 本 実 験 において は,
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Fig.4-1エChangesi・th・ ・adi。・espi・。m・td・p・tt・rnwithIU-14C)g・ ・c。。e
14afte=transpユantationofEh=ユichascit
estumorce1ユ.s.[U-C]glucosewas
administeredintraperitonea1ユyatadoseof1.4uCi.【A】lstday,lB】5t=h
day,【C】9セhday,andID】 ユ3thdayafter・thetumorcelltransplantation .
Table4-4Changes .inradi。respir。m・tricp・,am。t。.swith
辱
IU-i1.Cjgユuc。sei・miceaft。rt,ansp、 。。,。,i。。 。f。h、 、i。h
の
aSCItestumorcells
Day Peaktime`PT)
{minutes}
Peakheight
{cpm)
(PH)Yieユdvalue{YV}
〔 亀}
1st
5nd
gth
13th
10.3
16.3
22.1
壷
±2.0
+0.5
±2.9
★☆
1,955±
1,453±
1,043士
7.23+一
23
278
140
81
55.2
50.6
38.0
27.9
?
?
?
?
?
8.0
5.5
4.3
0.8
f
禽
Thevalueisthemean±standarddeviation(n=31 。
★★
notdetermined.
141u-C】91ucosewasadministeredintraperitoneallyata
doseof1.4りci.
-38一
Ehrlic腹水癌 細胞をマウス腹腔内に移殖 した担 癌マウスの〔U-'4C〕glucoseを燃焼 基質 と したRRM
patternについて検討 した。Fig.4-11にはEhrlich腹水癌細胞 移植 後,1,5,9お よび13日目
の 〔U-'nC〕glucoseを燃焼 基質と して腹腔 内投与 した際のRRMpatternの変化 を示 した。 癌細
胞移植 後1日 目ではそのRRMpatternにはほ とん ど変化が認 め られないが,時 間 の経 過 と共 に
徐 々 にPHが 低 下 し,ブ ロー ド化 したpatternとな った。さ らに移植後5日 目のpatternは1日目
のそれ と比較 し,且℃0、の最 高値到達後 の減少slopeがttゆる く"し か も"ゆ っ くり"と 減 少 す
る点 に特徴づ け られる。Table4-4には これ らRRMpatternをPT,PHおよびYVのpara-
meterで解析 した結 果を示 した。PTは 移植直後約10分 であるが,9日 目では22分 と著 しく遅
れ,13日 目になるとは っき りした ピークが認 め られなか った。PHとYVは 移 植 後 の時間の経過
と共 に低 下 し,13日目で は1日 目の値 の1/2な いしそれ以下 の値 を示 した。これ らの変化 と肝糖
代謝活性変化 との関連性 を検討す る目的で,宿 主肝およ び癌細胞に おける解糖系糖代謝酵素活性
を測定 した。Table4-5から明 らかな よ うに,癌 細胞移植後,13日 目までHK,PKお よびG-
6-PDH活性 はいずれ も正常肝 にお ける値を示 した。一方,癌 細胞 にお ける これ ら酵素の比活性
(U/mg.protein)はいずれ も高活性を示 し,HK,PK,お よびG-6-PDH活 性 は宿主肝(Table
4-5)の それぞれ5倍,10倍,3倍 を示 した(Table4-6)。さらにTable4-7には,正 常
肝,宿 主肝,癌 細胞におけ るmit㏄hondrialICDH活性を示 した。いずれ もほぼ同一の値 を示 し
た。〔U」℃ 〕glucoseを燃焼基質 と した担 癌マ ウスのRRMpatternを宿 主肝 の解糖系糖 代謝酵
Table4-5Levelsofglycolyticenzymeactivitiesinhost
mouseliveraftertransplantationofEhrlichascitesturnor
ce115
Glycolyヒicenzymeactivity{mUノ皿gprotein}
Day HexokinasePyruvatekinaseGlucese-6-phosphate
dehydrogenase
0
☆
20.3土1。7
5th20。 ユ ±4。8
7th工8層5±2.2
9th15.5±1.1
11th18.6土3.2
13th17・1±1.9
128±15
ユ49±15
140±20
138士23
147土27
125± ユ9
10・4±2.0
ユ0.6土1.3
=LO.6±1・5
13.1±1.2
9.1‡0.4
10・9士2.4禽
Thevaユueisthemean±standarddeviation{n=5).
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Table4-6LevelsofglycolyticenzymeactivitiesinEhrlich
ascitestumorcellsaftertransplantation
Gly。。1yticenzymeactivity〔mU/mgP・ 。tein}
Day Hexokinase Pyruvatekinase Glucose-6-phosphate
dehydrogenase
5th
7th
9th
ilth
13th
★
95士6
ユ08士7
ユ00±10
115±21
101±18
1r620土241
1,860士283
1,400±352
1,070±43
1,130士31
24・3±2.5
33,8‡3.3
30.O±6.5
33・5±5.6
35.5±6・6
ヤheva1・ei・th・mean士 ・t・・d・・ddevi・ti。 。{。 ・5).
Table4-7
ce115
Levelof工CDHactiviヒyinhostliverandtumor
Tissue ICDHaetivity{rnU/mgprotein)
Normalm◎uselive【
Hostmouselive【
Tumorcells
64・5±7●4
59。9=士6.6
'
60・0±9●9
Thevalueisthernean±standarddeviation`n=4).
素活性の変 化 と関連 づけ検討 したが,い ず れの酵素活性 も変化が観 られず,こ の変化か らRRM
patternの変化 を説明す ることはできなか った。そ こで燃焼基質 であ る 〔U-1℃〕glucoseの宿主
肝へ の取 り込み量の変化をEhrlich腹水癌細胞 移植後13日 目まで検 討 した。Fig.4-】2に は宿
主肝Igあ たりの放射 活性 変化(彩 投与 量/g.Liver)を示 した。癌細胞移植 後5～7日 目でその
取 り込み量 は急激に減少 し,9日 目以降 は移植直 後の1/2以下の値 を示 した。 この実験結果 によ
り担癌マ ウスのRRMpatternの変化 が宿 主肝への燃焼基質の取 り込み変化に起因す るこ とが 示
唆 され たた め,担 癌 マ ウ スに お け る 〔U」℃〕glucose投与後の宿主肝 におけ る放射 活性の経
時変 化を検討 した。Fig.4-13にはその 結 果 を示 した。正常肝 におけ る取 り込 み変化 は 〔u-
1℃〕
ghlcose投与後10分 で最 大値 を示 し,そ の後速 やか に低下 し,90分 で は 投与量 の約1%の
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Fig.4-12Radioactivityintheliverofmiceafヒertransplanta一
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値を示 した。一方担癌マ ウスにおいては,投 与後徐 々に増加,15～20分 あ た りに最大値を示 し,
その後極めて徐 々に放射活性 は減少す るが,90分 経 過後 も,2%と 高 い取 り込み率 を維持 し続 け
た。 このpatternは担癌 マウスの'℃O、のRRMpatternと良 く一致 した。 これ らの実験結果 よ
り担癌マ ウスにお けるRRMpatternが燃焼基質の取 り込み量か ら説明でき た と思われ る。次 に,
この燃焼 基質の取 り込み量の変化がいか に して起 こるのかが問題 とな る。 まず第1に 考え られ る
のは腹水 によ り燃 焼基質(〔U」 ℃ 〕glucose)が希釈 され,このために宿主肝への移行が減少す る
ことであ る。そ こで腹水によ る希 釈を受 けないと考え られ る 〔U-1℃〕glucoseの静 注 投与 に よ
るEhrlich腹水癌 担癌マ ウス(13日 目)のRRMpatternを検討 した。Fig.4-14にそ の結 果
を示 した。正常 マ ウス と比較 し,PTは2min.と 同一一値 を示 すが,PHお よびYVの 著 しい低 下
が特徴 的であ り,投 与 された 〔U-t`C〕9iucoseのかな りの量 が 癌 細 胞 に移行 した事が推定 され
る。 またFig、4-15には燃焼基質に 〔1-'℃〕acetateを移値後13日 目のマ ウスに静注 した際
のRRMpatternを示 した。図か ら明 らかなよ うに,そ のpatternは正 常 の もの と 全 く同 一 の
patternを示 した。これはおそ らく嫌気性解糖 が主で ある癌細胞 に 〔1-MC〕acetateが取 り込 ま
れず,宿 主肝 にのみ移行 したた めと思 われ る。Table4-8には 〔U-'℃〕glucoseおよび 〔1一
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i℃〕acetateを移値13日 目の マウスに静注 し,2分 後の宿主肝にお ける放射 活性の 取 り込 み 量 を
示 した。先 に示 したRRMpatternより推 定 され たよ うに,〔U-i4C〕ghlcose投与 の場合 には担
癌 マウスで著 しい取 り込み量の減少 が観 られ,〔1-1℃〕acetateには正 常 マウスとの間 には差が
観 られなか った。 これ らの実験結 果よ り 〔U-i4C〕glucoseを腹腔 内投与 した際 に得 られ るRRM
pattemの変 化が単なる燃焼基質 の希釈 による宿主肝への取 り込み量の減少のみ ならず,当然,か
な りの量の 〔U-1℃〕glucoseが癌細胞 に取 り込 まれ たために よると思われ る。 この事 は,5ml
の生理 食塩 水を腹腔 内に強制投与 したマ ウスのRRMpatternからも明 らかとなる。 す な わ ち
Fig.4-16に示すよ うに腹水の存 在によ り,PTは 担癌 マ ウスに観 られたよ うに著 しく遅 れる
が,燃 焼基質投与後90分 間に おけ るYVは66.7%と減少 す る事 は なか った。
以上,こ れまでの種々の肝 障害を負 った ラッ トの実験 よ り得 られたc'〔U-1℃〕glucoseを燃焼
基質 と したRRMpatternが肝 の生 化学 的変化 を良 く反映 する"と い う結論 をよ り確 かな もの と
す るため,本 実験 においてはEhrlich腹水癌担癌 マ ウスについてRRM法 を用 い検索 した。 これ
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までの障害肝 を惹起 した実験 においては.肝 糖 代謝酵素活性が著 しく変化す る系についてRRM
pattemを解析 して きたが,本 実験 に おいて は宿 主肝のEMP,PC,TCAcycleいずれの回路 の酵
素活性 も正常肝の それ らとほぼ同一活性を示 した。 しか しなが ら,〔U-14C〕ghlcoseを燃 焼基
質 と したRRMpatternは,癌細胞移植後 の時間の経過 に伴 い著 しい変化 が観 られ た。 すな わち
一43一
Table4-8Concentrationsofradioactivityafterintravenous
administrationof 14ω 。cjglucosear 14【1-C,acetaヒe
Liver 14【u-C】91ucose
`dpm/91iver)
14【1-C】acetate
`dpm/9工iver)
Normallive【
Hostliver
★
126,615±7,226
CIOO)
72,589±3,145
{57}
26,136±7,488
(100)
25,720±5,840
〔98)
Thevalueisthernean±standarddeviation{n=5,.
Jr★
Figuresinparenthesesaretherelativevalues(t)with
【especttothecontro1.
著 しいPTの 遅れ.PHお よびYVの 低下が観 られ,こ れ らは 〔U-i4C〕glucoseの腹水 によ る希
釈 および癌細胞への移行 に起因すると考え られる。RRM法にて燃焼基質として用いた〔U-1℃〕glucose
を癌細胞移植の マウスに腹 腔内投与 し,宿 主肝 への取 り込 み変 化を調 べてみ ると,Fig.4-12に
示 すよ うに移植後7日 目以降で は著 しい低下が観 られた。 さらに移植後13日 目 に お け る担癌 マ
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O魯9亀NaC1{S.Oml)intotheabdomen.
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ウ スの 〔U-1℃〕glucose腹腔 内投与後90分 までの経時変化 は,Fig.4-13に示すようにi4CO,
の呼気排泄patternと良 く一致 した。 また腹水 に よる燃焼 基質の希釈効 果を除 くために,〔U-1℃〕-
glucoseおよび 〔1-i4C〕acetateを静注 した際のRRMpatternおよび宿主肝 へのそれぞれ の取 り
込 み変化 はFig.4--14・-15およびTable4-8に示 す ようにやは り良 く一致 した。 これ らの結果 よ
り'℃ 標識 したglucoseを燃焼 基質と したRRMpattemが肝 の生 化 学 的,生 理的変化 を良 く反
映す ると結論づ け られ る。
4-5考 察
本章 において は種 々の肝障害 あるいは胆癌動物 における 〔U-UC〕glucoseを燃 焼 基質 と した
RRMpatterllを肝解糖系糖代謝酵素 活性 の変化 と関連づ け解析 した。lo3-lo6)CCI、急 性 肝 障 害 ラ
ットに お いて は,投 与 後3日 目に肝HK,PK,G-6-PDH活 性 が いず れ も上昇 し,これ らの
変化がRRMpatternにPTの早 ま り,PHお よびYVの 著 しい 上昇 とい う形で反映 された。肝部
分切除 による再生肝 ラッ トにお いては,術 後3日 目には肝HK,G-6-PDHに 活性 上昇 が観 られ
るが,PKは 活性化 され ず,こ の ためPTは 早め られ るがPHお よびYVの 低 下 したRRMpat-
ternが得 られ た。 さ らに/Uoxan投与 に よ り実 験 的糖尿症 を惹起 した ラッ トにお いては,初 期
高血糖期 に肝HK活 性のみが著 しく抑詣llされ,こ のためPHお よびWの 著 しい低下が この期間
に観 られた。な お,持 続性高血糖期に は糖代謝活性 およびRRMpatternには何 ら変化 は認め ら
れなか った。 さらにEhlrich腹水癌担癌マ ウスを用 いたRRMpatternの検 索 においては,宿 主
肝 の解糖 系糖 代謝酵素活性に はいずれの酵素 について も著 しい活性変化 は観 られず,燃 焼 基質
(〔U-[℃〕glucose)の宿主肝 への取 り込み量 が変化す ることによ り,RRMpatternの変化を説明
す ることがで きた。
これ らの実験結果 よ り,〔U-'4C〕glucoseを燃焼 基質 と したRRMpatternが肝 の 生 化 学 的 あ
るいは生理 的変化 を極 めて良 く反 映す ることが明 らか となった。 したが って,種 々の肝障 害 にお
け る各々の糖 代謝酵素 活性変動patternが確立 されれば,こ のRRM法 を用 いた肝 疾患の診 断,
あ るいは新薬 の肝毒 性に関す るス クリーニ ングへの応 用が可能 とな ると考え られ る。近 年胃腸病
学 の分野 で小腸機能 を呼気i4CO2から検 査す る方 法 】09)が良 く用 い られてい る。 また,適 当な燃
焼 基質 を用 いて肝 の薬物代謝能 を呼気排泄t`CO,量か ら測定 す る方法 について も多 くの基礎 的,
臨床的試 みが な されて いる110-t16)。Hepnerit2)らは!`C-aminopyrineを燃 焼 基質 とした呼気
テス トで肝障害患者 にお いては,1℃0,の 呼気排泄量 が著 しく低 下するとい う報告を している。
DaCQstaらIs7)は1℃-glucoseを臨床的 に"Indianchildhoodcirrhosis"および特発性脂肪肝浸
潤(idiopathicfattyhepaticinfiltration)患者に投与,い ずれ も呼気'4CO2が増加 したと報告
している。 さ らに 恥smond"8)ら㏄1、に よ り程度 の異 なる肝障害 を惹起 した ラッ トに,〔1℃〕-
phenacetinあるいはamino-〔U-1℃〕pyrineを燃焼 基質と して投与 した実験 において呼気中 に
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排泄 され る1℃02量 は肝 の壊死 の程度 に比例す ると報告 している。これ らの報告 はいず れ も肝機
能が呼気中排 泄 置℃0,量に反 映 されたこ とを示 した もの である。 また本研究 の究極 目的は著者が
開発 したRRMに よる臨床 的肝疾患 の診断 であ るが,近 年(1980～81),ベ ビーサイクロ トロ
ンによ る1℃ の生成108),iic-glucoseの合成法:。7)が確立 され,ま す ます その可能性が 高ま り
つつあ ると思 われ る。
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第5章 総括および結論
Radiorespirometryにおけ る14CO2検出部にプ ラスチ ックシンチ レーター(AlokaFS-303)
を用 いたi4CO2の連続 測定装 置を開発 し、ラ ッ ト,マ ウスを用いた測定法の確 立 お よび 本 装 置
を用 い て 呼気排泄14CO2patternと肝 障害 との関連性について検討 した。
その結 果,著 者 が開発 したRRMは 従来のRRMに 比 べ14CO2に対す る感度 が や や低 いが,系
が単純 で,し か もi4CO2をdirectに検 出で きるため,動 物体 よ り呼気中へ排泄 され るi4CO2の
patternを忠 実に再現 で きるとい う点 です ぐれた もの と思 われ る。肝が多 くの炭水 化物 を代謝す る
主 要臓器で あ ることか ら,〔U-i4C〕-glucoseをRRMの燃焼基質 とす れば,障 害肝 に お け るそ
の代謝 は当然変化 し,そ の結果 呼気14CO2の排泄patternにも変化が生 ずる ことが予想 され る。
本研究 において は,種 々の肝 毒 を用い,主としてラ ットに肝障害 を惹起 し,i4C-ue識glucoseを
燃焼基質 と したRRMpatternを解糖系糖代謝酵素 活性 と関連 づけ解析 した。 これ らの実験 結果
よりRRMparameterと酵素活性 の変化 にっいてま とめ るとTab】e5-1に 示すよ うになる。 こ
の結果,以 下の事が言 える。
① 〔U一4C〕g㎞coseを燃焼基質 と したt4CO2のRRMpatternに肝解 糖 系糖 代 謝酵素活 性の
変化が良 く反映 される。
② ペ ン トース リン酸(PC)経 路の活性化 はRRMpatternにおいてPTを 早 め る。
③解糖系(EMP)経 路あ るいはTCA回 路の活性化 はRRMpatt,erngcおいてPHお よびYV
を上昇 させ る。
④解 糖系(EMP)経 路の不活性 化はPHお よびYVを 低下 させ る。
⑤RRMpatternの変化は解糖 系(EMP)お よびペ ン トース リン酸(PC)回 路 により制 御 さ
れ ることが多い。
さらに担癌 マ ウスにお けるRRMpatternの変化は宿主肝 への燃焼 基質(〔U-i4C〕glucose)
の取 り込み量の変化か ら説明で き,肝 の生 理的変化がi4CO2の呼気排泄patternに反映 された こ
とが明 らか とな った。
以上 の結 果 より〔U-i4C〕glucoseを燃焼基質とした14CO2のRRMpatternに肝の生化学的 ・生 理的
変化 が極 めて良 く反 映 される と結論づけ られる。第3章 においては,3'・-Me-DAB,DENお
およびo-ATに よ る肝 ガン誘発 過程 でいずれ の場 合 も二相性 に活 性上昇 し,しか も肝r-GTP
活性変化 との間 に良 い相関 が認め られた。先に述 べたよ うにG-6-PDH活 性の上昇 は14CO2の
RRMpatternにおいてPTを 早めることか ら,こ の種 の癌 をRRMpatternにおけるPTの 早ま
りか ら早期診断す るこ とが可能 と思 われ る。 さ らにRRM法 の応用性 と して,第4章 で示 したよ
うに,種 々の肝毒 の投与 によ り'〔U一4C〕glucoseを燃焼基質 と したRRMpatternが著 し く変
化 す る こ とか ら,新 薬等の肝毒性 スク リーニ ングテス トに も有効 な手段 となる と思 われる。
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Table5一 ユRadiorespiromet=icparametersandglycolyヒicen2ymeactivities
in【atswithva■ioustypesofliverdamages
Parameter
orenzyme
CC14★Regene【ating★
(3rdD}1ive【`3【dD♪
ヒ
3暫・-M駐;DAB費 禽Alloxan
{4thW〕 〔7thW}`30min)
ト
PT
、
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w
PK
HK
G-6-PDH
ICDH
?
?
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?→
?
?
?
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?
?
?
?
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←
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←
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←
「
←
?
←
?
←
?
?
?
?
?
?
?
3=ddayafte=thet【eaしment.
禽鳶
4thweekor7thweekafte【thestartof3●-Me-DABfeeding.
PT2Peakti鵬e.PH=Peakheight.YV:Yieldvalue.
PK薯Py=uvatekinase.HK:Hexokinase.G-6-PDH=Gユucose-6-phosphate
dehydrogenase,ICDH3阜litochond【ialisocitratedehydrogenase.
十:increased● 十:decreased.◇ 書nochange.+=activated.一:inhibited.
士:nochange,Thenumberofsymbolsindicatestheextentofchange.
本研究 は,i4CO2のRRMpatternと肝糖代謝の観点 か ら燃焼基質 に 〔U一C〕glucoseを用 い
たが,研 究 目的に合致 した特別 な標識化合物 を合成 し,用 いることによりRRM法 の応用範囲 は
さ らに拡大 される もの と思 われ る。
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第6章 実験材料および方法
6-1Radiorespirometryに 関す る実 験 方 法
■
6-1,1呼 気i4CO2測定 に関す る基礎的検討 に関 する実験方法
プ ラスチ ック シンチ レー ター計数効率
プ ラスチ ックシンチ レー ター(AtokaFS-303)の14CO2に対する計数効率 を求 め る た め`こ
Fig.22に 示 すよ うなセル内に既知濃度(1～10μCi)の14CO2を 封 じ込 め,AlokaRLC-
601Bに て放射活性 を測定 し,14CO2の静止効率 を求 めた。14CO2はi4C-glucoseをろ紙 上
に滴下 し,燃 焼装置(AlokaASC-111)にて生成 された14CO2をセル内に封入 した。 なお,
AlokaFS-303の仕様 は以下 に示 す通 りで ある。
材質
容量
セルの厚 さ
耐圧
耐熱
検出感度
Background
測量ガス流量
ポ リ ス チ レ ン系 プ ラ ス チ ッ ク シ ン チ レ ー タ ー
20ml
約2皿
約1kg/cmZ
約50℃
2μ μC1/cc
約50cpm
50～1,000cc/min
AnimalChamberとair流 量
体 重500--400gの ラ ッ トに 対 し,ス ト レ ス の な い 容 量 と考 え ら れ る 内 容 量3,300mlのデ シ ケ
ー タ ー-Gc対し.air流 量 を100・・-1,000m1/minまで 変 え,得 られ るRRMpattemの 分 解 能 と の
関 係 に つ い て 検 討 した 。
測 定時 間の検討
Donryu系♂ラッ ト(日 本 ラッ トKK),9週 令.体 重約200gを用 い 〔U一4C〕glucose(25
μCi)を腹腔 内投与 し,8時 間連続測 定 した。
6-1.2実 験動物に関する基礎的検討に関する実験方法
14C標識燃焼基質の投与濃度 とRRMpattern
Donryu系 ♂ ラ ッ ト,10週 令 体 重 約230gを 用 い,〔U-i4C〕glucose(RCC製,比 放 射 能
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292mCi/mmole濃 度 を0.34μCi,0.69μCi,1.5μCl,2.5μCi腹 腔 内 投 与 し,Fig、
2-1に 示 すRRMに てRRMpatternを 得 た。 な お 実 験 は1日1回 同 一 ラ ッ トを 用 いRRMpat-
ternを 得 た
性差 とAgingのRRMpatternへの影響
Donryu系♀$ラ ッ トを用 い,〔U一4C〕glucose(2.5μCi)を燃焼基 質 と し,腹腔内投 与 し
たRRMpatternを6週令 よ り15週令 まで測定 した。
食餌状態 のRRMpatternへの影響
Donryu系♂ラッ ト,n週 令体重280gを 用 い固型飼料CE-2(日 本 クレア)で 飼育 し〔U
一4C〕glucose(2.5μCi)の腹腔投与1こよるRRMpatternを得 たの ち,72時 間絶食 しRRM
patternを得 た。 なお絶食期間中 は水のみを 自由に与えた。
6-23'-Me-DABラ ッ ト肝癌誘 発過程でのRRMpatternの解 析に関する
実験方法
動物 および飼育方法
Donryu系♂ラッ ト,お よびddY系 ♂マ ウス(い ずれ も三共 ラボ ラ トリーK.K.)い ずれ も8
週令 を以下 に示す各群に分 け飼育 した。
〈 ラッ ト>
Control群=固型基礎餌MF(オ リエ ンタル酵母KK.)
3LMe-DAB群=0.06%3LMe-DAB含 有MF(オ リエ ンタル酵母KK.)
DEN群:MF+60ppm含 有飲 料水
〈マ ウス>
Control群:固型基礎 餌MF
o-AT群=0.05%o-AT含 有MF
3'-Me-DAB群:0.06%3'-Me--DAB含 有MF
ラッ トを用 いたControl群および3LMe-DAB群 にはそれぞれRRM法1こ供 するために 各群
5匹 を,ま た酵素活性測定用 として150匹を30週 間飼育 した。DEN群 は50匹 を60ppm含有水
で10週間飼育 した。 マウスを用いた実験群 については各群50匹を用いやはり10週間飼育 した。い
ずれの群 も水 と餌を 自由ec与え,隔 週 ごとに各群5匹 ずつを酵素 活性 の測定 に供 した。 なお本実
験 に用 いた固型基礎餌MFの100gあ た りの組成 は次に示す 通 りである。
可溶性無窒素物,53.0;粗 蛋 白,24.1;粗 灰分,6.6;粗 繊維,4.2;水 分,7.0;vita一
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minA.D3,E,B,,B2,B6,K3は そ れ ぞ れ10,21U,16,9,8,8,0.4μg/gdietで あ
る 。
ラ ッ トDEN投 与 群 に お け る60ppmDEN含 有 水 は3日 ご と に 作 り 直 し た 。 ま た,o-AT投 与
群 はsheltonらtl9)の方 法 に 従 い 調 製 し た 。
Radiorespirometry
竃4C標識glucoseを腹 腔 内 投 与 後 ,直 ち9こ動 物 をFig.2-1に 示 したanimalchamber内 に
移 し,密 閉 し,連 続2時 間i4CO2の 呼 気 排 泄 連 続patternを 描 か せ た 。 モ ノ エ タ ノ ー ル ア ミ ン
に 捕 集 した 総14CO2の 放 射 活 性 は 液 体 シ ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー(AlokaLSC-651)に て
測 定 し た 。 得 ら れ たRRMpattemはPeaktime(PT),Peakheight(PH)お よ びYield
value(YV)の3つ のparameterで解 析 した 。 用 い た 燃 焼 基 質 は 〔U」4C〕glucose(316.O
mCi/mmole,NEN製).〔1」4C〕glucose(57mCi/mmole,NEN製)お よ び 〔6-
14C〕glucose(53mCi/mmole
,NEN製)で い ず れ も2.5μCiを 腹 腔 内 投 与 した 。測 定 条 件
は 以 下 に 示 す 通 り で あ る 。
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酵素活性測定法
動物を一夜 絶食後,頭 部強打に より撲 殺,頸 動脈切断 により脱血後,た だ ちに冷生理食塩水 に
て潅流,肝 の一部 を0.25%sucrose(pH7.6)でホモ ジナイズ レ10%ホモ ジネー トを作製 した。
この ホモ ジネー トを遠心分離 機(日 立18PR-5)に て,600g,15分 の条件下で遠心分離後,
この上清を さらに6,500g,20分の条件で遠心分離 し得 られる沈渣 を ミ トコ ン ドリア分画 と し
た。 この分画 は,0.25Msucroseで3回洗浄 しisocitratedehydrogenase(ICDH)活性の測定
に用 いた。6,500g上清 はさ らに,超 遠 心分離機(BeckmanL5-65)を 用 い,105,000gで
60分間遠 心分離 した。得 られる上清はPyruvatekinase(PK),Hexokinase(HK),およびglu-
cose6-phosphatedehydrogenase(G-6-PDfl)活性 の測 定1ご用 いた。 また得 られた沈渣
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(ミ ク ロ ゾ ー ム 分 画)はr-glutamy且transpeptidase(r-GTP)の 活 性 測 定 に 用 い た 。IC
DH,HK,PK,G-6-PDH,r-GTPの 活 性 測 定 は 以 下 の よ う に 行 っ た 。
1.ICDH(thr・・-D・-i・。・it,at,;NAD+0。id。,ed。、t。e、ECL1 .1.41)
先 の 方 法 に て 得 られ た 洗 浄 ミ ト コ ン ド リ ア(phosphataselこよ り ミ ク ロ ゾ ー ム の コ ン タ ミを
測 定 し た)を10mMTris-phosphatebuffer(pH7.5)に5.Oml中 に35皿g蛋 白 に な る よ
う に 懸 濁 し,0℃ に て5分 間 放 置 す る 。 こ の 懸 濁 液 にL6m1の1,8Msucrose(2mMATP2
mMMgSO4を 含 む)を 加 え,5分 後 に 超 音 波 処 理 した 。 こ の 際 の 条 件 はBransonSonifier
(mode1200)マ イ ク ロチ ッ プ30wattsで0℃,50秒 で 行 っ た 。さ ら1ここ の 超 音 波 処 理 溶 液 を
1.18Msucrose(15mDに重 層 しSW-27ロ ー タ ー に て24 ,000rpmL.3時 間 遠 心 分 離 し,
可 溶 性 分 画(clearYellowsupernatant)を得,ICDHの 活 性 測 定 に 用 い た 。ICDHの 活 性 測
定 は 反 応 液 中 に62μmoleimidazolebuffer(pH8.0),O.3μmoleMgCl2,0 .3μmole
AMP,O.6μmoleNAD+,O,42μmoleisocitrateおよ び 酵 素 液 の 反 応 系 でNADH生 成 に基
づ く340皿 の 増 加 か ら行 っ た 。 反 応 は25℃ で 基 質(isocitrate)の添 加 に よ り 開 始 さ せ ,5分
間 の 平 均 値 か ら1分 当 り の 吸 光 度 の 増 加 を 求 め た 。
2.HK(glucose-ATPphosphotransferase,EC2.7.1,1),PK(Pyruvate--2-0-
phosphotransferase,EC2.7.1.40),G-6-PDH(D-glucose-6-phosphate;N
ADP+oxidoreductase,ECLL1.49)
HK,PK,G-6-PDHの 活 性 測 定 は105,000gの 上 清 を 酵 素 液 と し,以 下 に 示 す 反 応 系1
m1中の 組 成 で 行 っ た 。 反 応 は 基 質 を 除 い た 各 反 応 系 で37℃,2分 間 プ リ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後 ,
基 質 を 加 え て,340皿 に お け る 吸 光 度 の 増 減 か ら酵 素 単 位 を 求 め た 。 酵 素 活 性1単 位(U)は
上 記 測 定 条 件 下 でNADHあ る い はNADPが1分 間 に1μmole酸 化 あ る い は 還 元 さ れ る と き の
酵 素 活 性 と し た 。 ま た,蛋 白 質1皿gあ た り の 活 性 を 比 活 性 と した 。
HK=Triethanoiaminebuffer(pH7.6)80μmole,Glucose220μmole,MgC126
μmole,ATP2.4μmole,NADPO.11μmole,G-6-PDHO .28U,
PK:Triethanolaminebuffer(pH7.6)90μmole,phosphoenolpyruvateO.53μM-
01e,ADP4.7μmole,KC110μmole,MgSO40.025μmole,NADHO .12μm-
ole,LDH4.5U.
G-6-PDH:Glycylglycine(pH7.6)22.5μmoleMgCl24μmole,NADPO .11μmo-一`
1e.Glucose-6-phosphate1.4μmole.
蛋 白 量 はBevineSerumAlbumine(BSA-fractionV)をStandardとし たLowry12。1らの
方 法 に よ り求 め た。 ま た 酵 素 活 性 に 用 い た 生 物 試 薬 は 全 てBoehringerMannheim,Gmbh,Ge一
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many製を用 いた。
3.r-Glutamyltranspeptidase(γ一GTP)
r-GTP活 性 はCameronら43)の方 法 に よ り γ 一glutamyl-p-nitroanilideを基 質,gly-
cylglycineをglutamyl基receptorとし行 っ た 。 酵 素 活 性 は410皿 に お け る1分 当 り の 吸 光
度 の 増 加 か ら求 め た 。 こ の 際37℃ で1分 間 に1μmoleのP-nitroanilineが生 成 さ れ る酵 素
活 性 を1Uと し た 。 ま た,P-nitroanilineのモ ル 吸 光 係 数 は8.800M-1cm-1を用 い た 。 な お
用 い た 試 薬 は 半 井 製 薬 よ り 購 入 し た 。
血清 α一fetoproteinの検 定
血 液は3'-MeDAB投 与 後30週 まで隔週に尾 静脈よ り採血 した。血 清AFPの 検定 はI
Cohnらlzりの免疫電気泳動変法 によ り行 った。
6-3肝 障害 とRRMpattemに 関す る実験 方法
6-3.1四 塩化 炭素肝障害 ラ ッ トにお けるRRMpatternに関す る実験方法
動物
Donryu系♂ラッ ト(日 本 ラッ トK.K.),体重約180gを一昼夜絶食後,20%CCI,(和光純薬)
含有流動パ ラフィン溶液を0.5ml/100g体重経 口投与 する。 なおcontrol群には流動パ ラフ ィ
ンの みを投与 した。'
Radiorespirometry
6-29こ 述 べ た 方 法 に て,CCI,投 与 後0～5日 目 ま で の 〔U」4C〕glucoseを 燃 焼 基 質 と し
たRRMpatternを 得 た 。
酵素 活性測定 法
一群5匹 の ラッ トを用 いCCI4投与 後0～5日 目 までの肝HK.PK,G-6-PDHお よびICD
H活 性 を6-2に 述べ た方法 にて測定 した。ただ し本実験 における,HK,PK,G-6-PDH
活性の測定 は,ホ モ ジネー トbufferに1mMEDTA,20mMmercaptoethanoiおよび15m
MMgC12を 含 む0.15MKCIを 用 い20%ホ モ ジネ 一ートを作成 し,30,000gで1時間遠心分
離 して得 られ た上清を酵素液 と した。
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血 清 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼの 測 定
StanleyReitmani22}らの 方 法 に 従 い,20%CCI4投 与 後14,8,24,48,72およ び96時 間 目
に お け るGlutamicOxalaceticTransaminase(GOT)およ びGlutamicPyruvicTrans-
aminase(GPT)の活 性 測 定 を 行 っ た 。 す な わ ち 基 質 と して ,GOTの 場 合 に は α 一Ketoglutar-
ate+L--aspartate,GPTの場 合 に はa-Ketaglutarate+DL-Alanine,お の お の1.Oml
を37℃ で3分 間 プ リ イ ン キ ュ ベ 一ーシ ョ ン し,動 物 血 清5μ1～200μ1を 加 え ,GOTで1時 間,
GPTで30分 間37℃ で イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 さ ら に,2,4-Dinitrophenylhydrazine試
薬1.Om!を 加 え,20分 間 放 置 後,0,4NHCI10.0皿1を 加 え,充 分 撹 拝 し,505皿 で の 吸 光 度 を
測 定 した 。 本 測 定 に は 和 光 純 薬 製TransaminaseTestキッ トを 用 い た 。
6-3.2再 生肝 ラ ッ トにおけるRRMpatternに 関す る実験方法
塑
Donryu系♂ラッ ト(日 本 ラッ トK.K.),体重約200gを 用 いネ ンブタール麻 酔下でHiggins
andAnderson123}の方法に従 い肝部分切除を行 った。なお,開 腹 し,偽 手術 をほど こ した むの
をcontrol群と した。
〔3H〕thymidineの肝DNA分 画への取 り込 み
〔3H〕thymidine(3H-TdR)のDNA分画 への取込み量 を肝部分切除後1～6日 間 につ き
測定 した。 ラッ トに5μCiの3H-TdR(〔3H-methyl〕thymidine;比活性48、OCi/m
mole,放射化学的純度98%,第 一化学薬 品K .K.製)を腹腔 内投与,2時 間 後に撲殺,た だち
`こ冷生理食塩水 にて潅流 した。肝 の一部を5倍 量 の0.03MTris-HCIbuffer(p}17.4)にて
ホモ ジネー トし、SchmidtandThannhauser'24)およびSchneider'25}の方法 によりDNA構
成塩基 を分画 した・得 られた分画 の放射活性は エーテルに てTrichloroacetjcacid(TCA)を除
去 し(3回)・Dioxan系シ ンチ レーターを用 い測定 した。測定結果 はcpm/mg.DNAとして表示 し
た。
酵素活性
肝部分切除後0～6日 につ いて肝HK,PK,G-6-PDH,ICDH活 性 を6・2,に て述べ た
方法 によ り測定 した。
Radiorespirometry
肝 部 分 切 除 後0～4日 に つ い て 〔U-1℃ 〕glucoseを燃 焼 基 質 と したRRMpatternを6一
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2に述べた方法にて得た。
6-3.3A"oxan処 理 ラ ッ トにお けるRRMpatternに関す る実験方法
動物.
Donryu系♂ラット(日 本 ラッ トおよび三共 ラボ ラ トリーK.K)体 重約200gを 用 いAllo-
xan(和光純薬)100mgを生 理食塩水1m量に溶解 し注射 液 と し,IOOg/kg体重 を 背 部皮下投与
した。
血糖値 の測 定
オル ト・トル イ ジン ・ホウ酸法(0-TB法126})に より測 定 した。 あ らか じめ本法 による測
定値 に及ぼす血 清保存 部,反 応温度,呈 色時放置時聞お よび食餌の影響を検討 し,以 下の よ うな
条件 で測定 した。すなわ ちネ ンブタール麻 酔下 の ラット頸動 脈切断に より採血 し,室 温で10…15
分放 置後,遠 心 分離(3,200rpm)して血 清を得 る。その0.05ml(4℃以下保存,採 血時 か ら
5時間以 内に使用)に オル トトル イジ ン ・ホウ酸呈色試 液5mlを加 え,80℃ で10分間加 温後,直
ちに流水 で5分 間冷却 し,さ らに5分 間放置後,精 製水 を対照 に640皿における吸光度 を測 定 し,
検量線 よ り血糖値 を求 めた。 なお測定値 の再現性 は99%以 上 であ った。
Radiorespirometry
AIIoxan投与 後15分,20分,30分,45分,1時 間,4時 間 お よ び24時 間 で の 〔U」4C〕glu-
coseを燃 焼 基 質 と し たRRMpatternを6-2に 述 べ た 方 法 に よ り得 た 。
酵素活性
一群5匹 の ラットを用 い,Alloxan投与後,一 定時刻 にお ける肝HK,PK.G-6-PDH活 性
を6-2,の 方 法 に よ り測 定 した。た だ し,ホ モ ジネ ー トbufferとして0,25Msucrose
(pH7.6)を用 いた 。比活性は肝1g当 りの酵素単位量で表わ した。invitroにおけるHKに 対
す るAlloxanの抑制実験 は基質 を除いた反応系内にAlloxan(0～70×10-4μmole)を加 え,
37℃で2分 間プ リインキ ュベ ー ション後,基 質(Glucose)を加 えて,3401皿における吸光度
の増減 より酵素活性 を求めた。
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6-4Ehlrich腹 水癌担ガ ンマ ウスにおけるRRMpatternに関す る実験 方法
動物
ddY系マウス,8週 令,体 重約23g(三共 ラボ ラ トリーK.K.)を用 い,Eh且rich腹水 癌 細 胞
約4×10`7cells/mouseを滅菌注射筒(0.05cc)で腹腔 内に移植 した。
Radiorespitrometry
〔U」4C〕glucoseおよび 〔1-14C〕acetateを燃焼基質 としたRRMpattemを移植後1
日目より4日 ごとに13日まで6-2に 述 べた方法 にて得 た。14C標識燃焼基質 はいずれ もRCCよ
り購入 し,比 放射能 はそれぞれ255mCi/mmole,58.7mCi/mmoleのものを用 いた。 〔U
」4C〕glucoseを癌細胞移植後1 ,5,9,i3日目`こついて1.4(5.5nmole).μCi腹腔 内注射
しRRMpatternを得 た。 〔U-1℃〕glucose静脈注射 による,RRMpatternは移植後13日 目のマ
ウス尾静脈よ り1.0μCiの〔U-"C〕glucose(O.1mi)を投与 し得 た。 〔1-,`C〕acetate静脈 注
射 に よるRRMpatternも移植後13官 目のマ ウス尾静脈 より1.0μCiの〔1-t4C〕acetateを投 与
し得 た。燃焼基質投与後,Fig.2-1に示 すanimalchamber(容量:130mD内 にマウスを移 し,
90分間のRRMpatternを得 た。 この際ajrの流量を200ml/minとした 。
酵素活性
癌細胞移植後の宿主肝 のHK,PK,G-6-PDHお よ びICDH活 性 は6-2の 方 法 に従 い測定
した。癌細胞における酵素活性は以 下のよ うに行 った。すなわち,担 癌 マ ウス(移 植5日 目以降)
の腹腔内の腹水を10mlの 目盛 付遠心 管(ス ピツ管)に 集め,100Xgで10分 間 遠 心 分離 し細
胞を集め る。 この細胞 を冷生 理食 塩水で3回 遠心 分離 によ り洗浄 した。洗 浄済み細胞 を5倍 量 の
冷0.25Msucroseでホモ ジネー トす る。 この ホモ ジネー ト溶 液をBransonSonifier(Mode1200)
を 用い0。Cで4分 間 ソニケー トす る。この溶 液よ り6-2に 示 した分画方法 で酵 素液を得,酵 素
活性 を測定 した。
宿主肝 への 〔U」4C〕glucoseの取 り込 み
Ehlrich腹水癌細胞移植後1日 目よ り2日 ご とに13日目まで 〔U-i4C〕glucose(LOμCi/
animal)を腹腔 内に投与 し,10分後 における放射活性 を以下 のよ うに測定 した。 す な わ ち肝
0.lgを精密 にろ紙 上に測 り取 り.一 夜 デ シケ ーター内に放置 し,乾 燥 させる。 この試料 を自動
燃焼装 置(AlokaASC--113)にて燃焼 し,i4CO2をモ ノエタノールア ミンに吸着,ト ル エン
系 シンチ レーターにて溶解 し.液 体 シンチ レー ションカ ウンター(Beckman9000)にて放射活
性を測 定 した。なお シ ンチ レータ ー組成 は,PPO,29;dimethyl-POPOP,O.1259;toluene,
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500m1;methano1357mtであ る。 また 〔U」 ℃ 〕glucose(1.0μCi/animal),ある い は
〔1-14C〕acetate(1.0μCi/anima1)静注後の宿主肝 への放射 活性の取 り込み実験`こおい
ては,13日目の担癌 マ ウス1こ,これ ら燃焼基 質を投与,2分 後 に肝 を除去 し,上 に述 べた方法に
従 い放射 活性 を測 定 した。
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